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摘要:为探讨不同生态区烟叶香气风格形成的机理 , 应用蛋白质双向电泳联用质谱技术 , 对河南平顶山(浓香型烟叶的典型生
态区)和福建龙岩(清香型烟叶的典型生态区)的烟草(NicotinatobaccumL.cv.K326)叶片蛋白质组成进行了比较研究。 结果
发现 , 51个蛋白质在两个生态区发生了差异表达 , 其中在河南表达量上升的有 15个 ,在福建表达量上升的有 25个。另外 , 还分
别有 2个和 9个蛋白点为在河南和在福建样品中特异表达。采用MALDI-TOF/MS进行肽质量指纹图谱分析 ,经 MSDB、NCBInr
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2 werespecifictoHenantobaccoleaves, while25 proteinswereup-regulatedand9 werespecificinFujiantobaccoleaves.
Next, thediferentialyexpresedproteinsweresubjectedtoMALDI-TOFanalysisforidentification.Itturnedout25
proteinsmatchinghomologoussequencesinMSDBandNCBInrdatabase.Inparticular, severalproteinsinvolvedin











徽 、陕西等地 ,香气浓郁 ,劲头适中 ,烟灰呈灰色 ,有杂气和刺激性;清香型烤烟产于云南 、福建 、广东等地 ,清香
淡雅 ,吸味舒适 ,烟味较淡 ,烟灰白色 ,杂气轻微 。但这种划分是以人的感官为基础的 ,类型之间没有明显的界
限和量化指标。 20世纪 70年代以来 ,由于色谱 、质谱 、核磁共振等分析技术的发展 ,使得对烟叶香气成分的




[ 2 ～ 4]
。迄今
为止 ,有关不同香型风格的烟叶在转录组学和蛋白质组学水平上的比较研究 ,在国内外还未见报道。本研究





烟草品种 K326,分别种植于河南平顶山和福建龙岩 ,并按当地常规栽培措施进行管理 。移栽后 70d,选
取 9 ～ 11叶位的中部叶片(成熟前期),迅速置于液氮中备用。
1.2　试剂
主要试剂两性电解质 pH3.0 ～ 10.0 、pH5.0 ～ 8.0和 pH7.0 ～ 9.0均为 AmershamBiosciences公司产
品;丙烯酰胺 、甲叉双丙烯酰胺 、SDS、TEMED、溴酚蓝等为 Sangon公司产品;NP-40、碳酸氢铵 、三氟乙酸
(TFA)、ACN、HCCA等为 Fluka公司产品;尿素(超纯)、硫代硫酸钠 、过硫酸铵 、铁氢化钾 、碳酸钾 、β -巯基乙
















凝胶银染后使用 UmaxpowerlookⅢ扫描仪进行扫描 ,借助 ImageMaster5.0软件对图谱进行分析 。当两







胶内消化 ,萃取出肽段 。用 2μl0.5%TFA溶解肽段 ,取 1μl样品加人等体积基质 HCCA饱和溶液 ,混合均匀 ,









配肽段数规定为 3,碘乙酰胺处理 ,分别交换选择 MSDB和 NCBInr数据库进行查询。




　　对河南平顶山 、福建龙岩成熟前期 K326中部叶片的蛋白质进行双向电泳 ,获得稳定性较好的二维凝胶




用 ImageMaster5.0软件进行图谱分析 ,每块胶上可以分离到 500 ～ 700个清晰的蛋白质点 ,这些蛋白质
点主要分布在等电点为 3 ～ 10,分子量 10 ～ 100 kDa的范围内 。将河南与福建样品的蛋白质胶比较 ,当 ratio
为 2.0以上时 ,发现有 51个蛋白质点差异表达。其中在河南表达量上升的有 15个.在福建表达量上升的有
25个 。另外 ,还分别有 2个和 9个蛋白点为在河南和在福建样品中特异表达(图 2 、图 3)
2.2　差异表达蛋白质的鉴定
对 51个差异蛋白质点进行 MALDI-TOF/MS分析 ,共获得了 34个比较理想的蛋白的肽质量指纹图谱 ,其
中 S48的 PMF如图 4所示。
将所得的 34个蛋白质的肽质量指纹图谱所得数据 ,使用软件去除杂质峰后 ,提交至 Msco网站 ,选用
MSDB和 NCBInr数据库查询 ,共鉴定出 25种匹配度较高蛋白 ,其中在河南表达量上升的有 8个(表 1),在福
建表达量上升的有 17个(表 2)。另外 9个没有查询到明显的同源匹配蛋白 ,或者其功能还未得到注释。





氢酶(S30);2个与叶绿体发育和代谢相关 ,分别是衰老诱导叶绿素持绿蛋白(S10)和叶绿体 RNA解旋酶 5亚
















S4 Q5MF33 4 NADH脱氢酶 NADHdehydrogenasesubunit9 3.45 36

























在福建生态区上调的 17个蛋白中 , 2个与碳代谢相关 ,分别为淀粉合成酶(S34,特异表达点)和磷酸烯醇
式丙酮酸羧化酶(S48);6个与叶绿体发育和代谢相关 ,分别为 S3核糖体蛋白(S13)、叶绿体 30S核糖体蛋白
4876 　 生　态　学　报　　　 28卷　
htp://www.ecologica.cn
(S15)、叶绿素 a/b绑定蛋白(S17)、Rps4蛋白(S29)、叶绿体外膜转运蛋白(S35,特异表达点)、叶绿体 50S核
糖体蛋白(S37);3个与蛋白质合成 、修饰与信号传导相关 , 分别为 XH结构域蛋白 (S27)、甘氨酸合成酶




































































































稳定性 ,使其保持绿色 。LeSGR1的高表达 ,虽在一定程度上延长了叶绿体的光合作用寿命 ,维持了一定的物










在所鉴定的 4个参与碳代谢的蛋白中 , 磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶(S48)和淀粉合成酶(S34)在福建烟区
烟草中高表达或特异表达 。前者参与 CO2的高效固定 ,后者参与淀粉合成。加之福建生态区与叶绿体蛋白质
合成 、运转及叶绿素相关等一系列蛋白的高表达 ,充分说明 ,福建烟区丰富的光热条件有利于烟草进行光合作
用 ,烟草体内的碳水化合物合成代谢比较旺盛 。甘油醛-3-磷酸脱氢酶(S30)和 NADH脱氢酶(S4)在河南生




能与河南烤烟成熟期的昼夜温差较小 ,而水分条件较为适宜 ,烟株呼吸作用较强有关 。
3.3　生态因素对烟草类萜代谢的影响。




物 ,如类胡萝卜素 、叶绿素 、赤霉素 、脱落酸 、甾醇等 ,是烟草生长发育所不可缺少的 。试验中发现萜类环化酶
(S1)在福建的表达量是河南的 8.69倍 ,是两生态区表达差异最为显著的蛋白 。该酶属萜类合成酶家族蛋





















烟区高表达 。而其余 6个防御相关蛋白:细胞色素 P450的相关蛋白(S2), 植物螯和肽酶 2蛋白(S20),
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cafeoyl-辅酶 A-O-转甲基酶(S26),富亮氨酸重复序列(S40),缩氨酸蛋氨酸亚砜还原酶(S23), II型几丁质
酶 ,在福建的表达量均高于在河南的表达量。这些蛋白的表达差异 ,主要与所处的特殊病原环境有关 。说明
不同生态因素 ,会对烟草产生不同的生物或非生物因素的胁迫 ,尤其是病原微生物种类和数量方面产生差异 ,
最终诱发了烟叶不同的抗病 、抗逆机制。
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